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 論文内容の要旨  
 
 
腫瘍を取り巻く微小環境は、腫瘍病態生理学において重要な役割を担って
おり、それらについての研究は現在注目を集めている。中でも低酸素環境は、
腫瘍微小環境の中心的な要素となっている。低酸素環境に対する応答として、
腫瘍細胞の代謝変化や血管の誘引、細胞移動能の亢進などがある。腫瘍の増
殖・浸潤・転移が促進され、腫瘍細胞の増殖や生存のために微小環境の調節
が行われる。 
腫瘍微小環境の調節法として、直接的な細胞間相互作用や VEGF シグナル
の様な既知のシグナル伝達経路に加えて、腫瘍細胞から放出される微小胞や
エクソソームを経由し間接的な細胞間相互作用を行っていることが近年の
研究により明らかになった。エクソソームとは直径が 30-100nm の分泌小胞
体であり、内部に広範囲の機能性タンパク質や mRNA、microRNA(miRNA)を含
む。免疫細胞や腫瘍細胞などの細胞腫から能動的に放出され他の細胞へ取り
込まれることにより、エクソソームに含まれる機能性タンパク質や miRNA が
伝達される。 
miRNA は、mRNA の分解と翻訳阻害に関わり標的となる複数の遺伝子を制御
する。miRNA はエクソソームによって他の細胞へと移動することが示されて
以来、その伝達物質としての役割が注目されている。エクソソーム媒介シグ 
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FIGURE 1 . The response  to  hypoxia in  K562 ce l l s .  (A)  5  × 10 4  
ce l l s /ml  of  K562 ce ll s  were  se eded ,  and  ce l l  growth  was 
measured  fol lowing  24 ,  48 ,  and  72  h  of  normoxic  (20% O 2)  or  
hypoxic  (1% O 2)  cul t ivate  condi t ions .  (B)  The expression  level  of  
HIF-1α prote in  in  K562 ce ll s  cu l tured  under  20% O 2  or  1% O 2  
condi t ions  for  24  h .  (C)  Photomicrograph  of  an exosome derived 
f rom hypoxic  K562 ce ll s .  Sca le  bar,  100nm.  (D) 
Photomicrograph o f  an  exosome derived  f rom normoxic  K562 
ce l l s .  Sca le bar,  100 nm.  (E)  CD63 (exosomal marker)  
immunoblot  o f  exosome derived f rom K562 cel l s  cul tured  under  
20% O 2 or  1% O 2 condi t ions  for  24  h .  Equal  amount o f  exosome 
(300 ng)  were  used for  the assay.  (F,  G)  The nanoparti c le  s ize 
distr ibution  for  the  exosome derived  f rom K562 ce l l s  cul tured  
under 20% O 2 or 1% O 2 condi t ions  for  24  h  were  obta ined by 
NTA (F) ,  and  the  nanoparti c le  concentrations  were  normal ized  
to  f inal  ce l l  counts  for  24 h under normoxic  or  hypoxic  
condi t ions .  Each  bar  i s  presented  as  the  mean ± SD (n  = 3 )  (G) .  
 
ナルは、腫瘍と周囲の間質組織間の伝達や増殖性、血管新生経路の活性化や
転移の開始を通して腫瘍の増殖促進へと働く。すでにエクソソームを介した
miRNA の伝達として、白血病細胞から血管内皮細胞へエクソソームが輸送さ
れ、ある一定の外来性 miRNA が血管内皮細胞の遊走と管形成を調節すること
が実証された。 
これらのことより、本研究では腫瘍微小環境の 1 つである低酸素環境を伝
達するエクソソームの働きとその働きの要因となる miRNAについて検討を行
った。 
 
第1章 低酸素環境における白血病細胞由来エクソソームの血管新生増強作用 
本章では、低酸素状態でK562 細胞から放出されたエクソソームが血管内皮
細胞の挙動に及ぼす影響の検討を目的に研究を行った。まず、低酸素状態に
おけるK562 細胞の増殖、HIF-1α(低酸素応答マーカー)の測定を行いK562 細
胞の低酸素環境への適応を観察した。また、CD63 (エクソソームマーカー)
測定やNanoparticle tracking analysis(NTAs)を用いて、24 時間での低酸素
状態にてK562 細胞より放出されたエクソソーム(K562 1％ O2 -exosome)と通常
酸素状態にて放出されたエクソソーム(K562 20％ O2 -exosome)の量や粒子径を
測定した。 
K562 細胞 の 24 時間低酸素曝露は低酸素応答を示し、しかしながらK562
細胞の細胞増殖へ影響を与えないことが判明した。また放出されたエクソソ
ームの粒子径や量に対する影響も生じず、K562 1％ O2 -exosomeの含有物を検討
するための最適条件が 24 時間の低酸素曝露であることが明らかになった。
このことから、24 時間に放出されたエクソソームを用いて以下の研究を行っ
た。 
次にK562 1％ O2 -exosome/ K562 20％ O2 -exosomeを通常酸素状態の
HUVECs(HUVECs 20%O2 )に添加しtube formation assayを用いて、K562 1％
O2 -exosomeの血管新生増強能を測定した。それぞれのエクソソームを添加す
るとHUVECs 20%O2のみの場合と比べ有意に血管新生増強を示した。 
 
Ranking :  Cellu lar  and exosomal miRNAs which  were  
up-regulated  less  than  1.5 -fo ld  under  hypoxic  condi t ions  are  
ranked  by  the  expression  level .  
Table  1.  Top  10  ce l lu lar  and  exosomal  miRNAs e levated  
under  hypoxic  condi t ions  in  K562 ce ll s  
FIGURE 2 .  The exosome 
derived  f rom K562 ce l l s  in  
hypoxic  condi t ions  enhance  
tube  formation  of  HUVECs.  
(A,  B, C)  The formation  of  
tube- l ike  structures  was  
observed  under  br ight f ie ld .  
Endothel ia l  tube  formation  o f  
HUVECs cu l tured  on  
Matrige l  wi th  
K562 1 % O 2-exosome (A) ,  and  
with K562 2 0 % O 2-exosome (B) ,  
or  wi thout K562-exosome 
( contro l )  (C) .  The sca le  bar  
ind icates  500 μm.  (D)  The  
tube- l ike  structures  
determined by p ixel  densi ty  
are s igni f i cantly  enhanced  by  
the addi t ion  of  
K562 2 0 % O 2-exosome (*p  <  
0 .01)  or  K562 1 % O 2-exosome  
(**p  < 0 .001)  as  compared  
with contro l  (HUVECs 2 0 % O 2) .  
 
さらに、K562 1％ O2 -exosome
を添加した場合、K562 20％
O2 -exosomeを添加した場合
と比べ有意に管形成を促進
した。このため、K562 1％
O2 -exosomeはK562 20％
O2 -exosomeよりも血管新生
増強作用を示す物質を含有
している可能性が示された。 
K562 1％ O2 -exosome に含まれる血管新生増強作用を示す物質を特定するた
めにエクソソームに含まれる 18-25塩基の非翻訳RNAであるmiRNAの関与に着
目した。低酸素で誘導されたexosomal miRNAを特定するために、miRNA 
profilingを行った。 
通常酸素状態に比べ低酸素状
態で 1.5 倍以上発現が上昇した
ものを抽出し細胞内、エクソソ
ーム内それぞれに対し 2 (-Δ Ct)値
の順で並び替えた。並び替えた
上位 10 のうち細胞内とエクソ
ソーム内で共通したmiRNAとし
て、miR-18bとmiR-210 の 2 つが抽
出された。 
 
第2章 低酸素白血病細胞由来エクソソームに含まれる miR-210 による血管新
生増強作用 
 本章では第 1 章で抽出されたmiRNAのうちmiR-210 に着目し、その血管新生
増強作用について検討を行った。exosomal miR-210 の血管内皮細胞の管形成
を促進への関与を示すために低酸素状態でmiR-210 をノックダウンしたK562
細胞から放出されたエクソソーム(K562 1%O2/anti-miR-210-exosome)を用い
てtube formation assayを行ったところ、コントロールをノックダウンした
K562 細胞から放出されたエクソソーム(K562 1%O2 /con-exosome)を用いた場合
に比べ 管形成が低下した。 
この結果より、exosomal miR-210 がエクソソームの血管新生増強作用におい
て重要な役割を果たしていることが示された。 
 
 
FIGURE 5 . EFNA3 expression  of  
HUVECs cu l tured  with exosome 
derived  f rom K562 ce l l s .  (A,  B)  
EFNA3 expression was inhib i ted  by  
exosomes derived  f rom hypoxic  K562 
ce l l s .  HUVECs were cu l tured under  
normoxic  condi t ions  with  the  
exosomes derived  f rom K562 ce ll s  
cul tured  under  normoxic condi t ions 
(K56220%O2-exosomes)  for  24 h (A) ,  
and  with  the exosomes derived  f rom 
K562 ce l l s  cu l tured  under  hypoxic 
condi t ions  (K5621%O2-exosomes)  (B) .  
The sca le  bar  indicates  10  μm.  (C)  
EFNA3 signal  was quanti f ied  using  
ImageJ  sof tware .  EFNA3 f luoresce nce 
s ignals  were  drasti ca l ly  inhib i ted  by  
addi t ion  of  K5621%O2-exosomes (*p  < 
0 .001)  as compared  with 
K56220%O2-exosomes.  (D)  Expression  
o f  EFNA3 in  HUVECs by  immune b lot .  
(E,  F)  HUVECs were  cu l tured  under  
normoxic  condi t ions  with  the  
RPMI822620%O2-exosomes for  24  h  
現在までにいくつかのmiR-210 のターゲット遺伝子が同定されているが、
既に報告されるものの 1 つに受容体型チロシンキナーゼリガンドである
Ephrin-A3(EFNA3)がある。K562 20％ O2 -exosomeに含まれるexosomal miR-210
によるEFNA3 発現量の変化を免疫染色とImmunoblottingを用いて測定した。 
通常酸素状態のHUVECsに
K562 1%O2 -exosomeを添加する
ことによってEFNA3 の発現は
抑制された。EFNA3 は血管新生
とVEGFシグナルの制御におけ
るEFNA1/ephA2 の相互作用に
重要な役割をもつことが知ら
れている。EFNA3 は血管新生に
おける負の制御因子として作
用すると考えられている。 
従って、miR-210 を高濃度で含むエクソソームが EFNA3 をダウンレギュレ
ートし、そのため HUVECs の管形成が促進されたと考えられた。  
 
総合考察 
低酸素条件で 24時間培養した K562細胞から放出されるエクソソームの粒
子径は通常酸素条件下で放出されたエクソソームの粒子径とほとんど差が
生じなかった。長期間の低酸素曝露がどのようにして腫瘍細胞のエクソソー
ムの放出と機能に影響を及ぼすかについてはまだ分かっておらず、本研究で
はエクソソームの量ではなく含有物による影響を特定するために 24 時間の
低酸素曝露を、本研究を行う上での最適条件とした。 
エクソソームは機能性タンパク質や mRNA,miRNA など多くの物を含んでい
FIGURE 4 .  Knockdown experiment o f  exosomal  miR-210 .  (A)  The val idation  o f  the  ef f i cacy o f  miR-210  inhibi tor  in  K562 ce l l s  
transfected  with  the  luci ferase  reporter  vector  conta in ing  miR-210  sequences  in  EFNA3 3′ -UTR.  The transfect ion  of  
anti -miR-210  to  K562 1 % O 2  ce l l s  inh ib i ted the  induction  o f  luc i ferase  act iv i ty  (normoxia  contro l  vs .  hypoxia  contro l :  *p  < 0 .05 ;  
anti -miR-210  vs .  negative  contro l :  #p  < 0 .05 ;  n  = 3) .  (B)  The nanopart i c le  size  d istr ibution  for  the  exosome derived  f rom 
K562 1 % O 2 / con  (K562 1 % O 2  ce l l s  transfected  with  negative  contro l  miR)  and  K562 1 % O 2 /anti -miR-210  (K562 1 % O 2  ce l l s  transfected  
with miR-210  inhib i tor)  were  obta ined  by  NTA.  (C)  HUVECs 2 0 % O 2  were  transfected  with  the  luci ferase  reporter  vector  
conta in ing  miR-210  sequences  in EFNA3 3′ -UTR.  Luciferase  act iv i ty  was compared  with  HUVECs 2 0 % O 2  cul tured  with  
exosome derived  f rom K562 1 % O 2 /ant i-miR-210 or  K562 1 % O 2 / con  (wi th  K562-exosome vs .  contro l :  *p  < 0 .05;  anti -miR-210  vs .  
negative  contro l :  #p  < 0 .05 ;  n= 3) .  (D,  E,  F)  Endothel ia l  tube  formatio n o f  HUVECs 2 0 % 0 2  cu l tured on  Matrigel  wi th  
K562 1 % O 2 / con-exosome (D) ,  and  with K562 1 % O 2 /anti -miR-210-exosome (E) .  (F)The tube- l ike  structures  determined by  pixe l  
densi ty  are  reduced  by  the addi t ion o f  K562 1 % O 2 /anti -miR-210-exosome (*p  < 0 .01)  compared  with  K562 1 % O 2 / con-exosome.  
Values  are  mean ± SD.  
るが、特に miRNA は主に翻訳阻害と mRNA の分解に関わり標的となる複数の
遺伝子を制御する。さらにエクソソームにより受容細胞へ移動が示されたこ
とで、細胞内での遺伝子制御に留まらず、他細胞の遺伝子も制御する間接型
細胞間相互作用を示す物質として注目を集めている。miRNA profiling の結
果より、いくつかの miRNA は細胞内よりエクソソーム内の発現量が高く、あ
る種の miRNAが選択的にエクソソームに含有されることが示唆された。また、
低酸素環境により細胞内とエクソソーム内の miR-210発現が上昇し、miR-210
を低酸素腫瘍細胞より放出される主要な eoxosmal miRNA であると考えた。 
K562 1％ O2 -exosomeによる血管新生増強作用は、エクソソーム量ではなく含
有されるexosomal miRNAの違いによるものであり、低酸素エクソソームは
miR-210 を多く含んでいる。miR-210 はエクソソームを介してHUVECsへ伝達
され、通常酸素状態にいるHUVECsを低酸素環境下にいるかのようにEphrin A3
の発現を減少させ、血管新生増強作用を誘発する可能性が示された。 
慢性骨髄性白血病(CML: chronic myeloid leukemia)患者の骨髄では顕著
な血管新生がみられるが、骨髄は低酸素環境であることが知られている。本
研究は、低酸素環境下における CML 細胞がエクソソームを介して血管内皮細
胞に作用し血管新生を増強する可能性を示唆した。このことは腫瘍細胞がそ
れ自体の微小環境をエクソソームによって他の細胞へ伝達する可能性を示
している。腫瘍血管新生は、様々な因子によって制御されていることが知ら
れているが、エクソソームを介した非接触型の細胞間相互作用は、低酸素環
境下における腫瘍微小環境の調節に重要な役割の一端を担う。本研究では、
腫瘍血管新生における低酸素腫瘍細胞より放出された exosomal miRNA の役
割を初めて実証した。 
 
【本研究結果の掲載】 
 J Biol Chem. 2013 Nov 29;288(48):34343-51. 
論文審査の結果の要旨  
田所弘子氏の博士学位論文は、低酸素条件下で培養したヒト白血病細胞由来の
エクソソームによる血管内皮細胞の血管新生増強作用について検討した結果を述
べたものである。Micro RNA（miRNA）は、mRNA の分解と翻訳阻害に関わり標的と
なる複数の遺伝子を制御するが、エクソソームは miRNA を他の細胞へと移動させ
ることが可能なため、細胞間伝達物質としてのその役割が注目されている。エク
ソソーム媒介シグナルは、腫瘍と周囲の間質組織間の伝達や増殖性、血管新生経
路の活性化や転移の開始を通して、腫瘍を増殖促進へと導くことが知られている。
エクソソームを介した miRNA の伝達現象として、白血病細胞から血管内皮細胞へ
エクソソームが輸送され、ある一定の外来性 miRNA が血管内皮細胞の遊走と血管
形成を調節することが実証されている。 
以上の現状を踏まえ、本研究では腫瘍微小環境の 1 つである低酸素環境を伝達
するエクソソームの働きとその働きの要因となる miRNA に着目し、以下の検討を
行った。 
 
第 1 章では、低酸素状態で培養したヒト白血病細胞株細胞の K562 細胞から放出
されたエクソソームが、血管内皮細胞である HUVEC 細胞の挙動に及ぼす影響につ
いて検討した。その結果、低酸素環境下で白血病細胞が放出するエクソソームは、
血管内皮細胞の増殖よりむしろ血管形成へ作用していることが分かった。またい
くつかの miRNA のうち、3 種のがん細胞で共通し、かつ細胞内とエクソソーム内で
共に発現上昇する miRNA として、miR-210 を抽出した。さらに本章では、低酸素白
血病細胞から放出されるエクソソーム由来の miRNA には解析した 3 種のがん細胞
間で差があり、エクソソーム由来 miRNA によって調節される低酸素シグナル伝達
ががん種に依存することも示した。しかし、解析したがん細胞種すべてに共通し
て miR-210 の発現が上昇することを確認した。そのため、miR-210 が低酸素白血病
細胞から放出される主要なエクソソーム由来 miRNA と考え、さらに miR-210 の血 
 
 
管新生増強作用について検討した。 
第 2 章では、miR-210 の標的遺伝子の 1 つである受容体型チロシンキナーゼリガ
ンドのエフリン-A3(EFNA3)の発現量に及ぼすエクソソーム由来 miR-210 の影響を
検討した。通常酸素状態の HUVEC 細胞における EFNA3 の発現は、低酸素状態で培
養した K562 細胞由来のエクソソームにより抑制されることを示した。EFNA3 は血
管新生を抑制する調節因子として作用すると考えられており、これらの結果から
miR-210 を高濃度で含むエクソソームが EFNA3 をダウンレギュレートし、そのため
HUVEC 細胞の血管形成が促進されたものと結論した。 
 
以上本論文は、エクソソームを介した低酸素白血病細胞と血管内皮細胞間の相
互作用について検討を行い、低酸素白血病細胞から放出されたエクソソーム由来
miRNA の血管新生における役割を初めて実証した。このように本論文は、種々の興
味ある内容を含んでおり、また論文としても良くまとまっていることから、博士
（薬学）の学位に十分値するものと判断した。  
 
以 上 
 
 
